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Zellen als Tr£ger ftlr Bakterien 



Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft mit* Bakterien infizierte Zellen 
sowie deren Verwendung zur Herstellung einer pharttiazeu- 
tischen Zusaitun^nsetzung, insbesondere zur Behandlung von 
Krebs • 



10 



Hintergrund der Erfindung und Stand der Technik. 

Zu den. neuen Ansatzen einer Therapie von bislang unheil- 
15 baren oder unzuianglich heilbaren Erkrankungen gehoren.die 
verschiedenenMoglichkeiten der. Gentherapie und der 
' Immuntherapie . 

Bei der Gentherapie soli eine Nukle'insauresequenz, welche 
20 far ein gewtinschtes Protein kodiert, durch* geeignete 
Tr£ger in das Zielgewebe transportiert werden, dort in 
Zellen eindringen und dies© transduzieren ' ztir Expression 
des gewUnschten Proteins. Zahlreiche unterschiedliche 
technologische Ans^tze zur Gentherapie wurdon entwickelt 
.25 und geprlift. Insgesamt gesehen sind jedoch die klinischen 
Ergebnisse dieser Prtifung der linterschiedlichen Ansatze 
insgesamt wie auch im Besohderen bei Tumqrerkrankuhgen 
. eher enttauschend. Dies hat zum wesentlichen Teil tech- 
nische Probl erne -als Ursache. So weisen die Trfcger fttr Nuk- 
30 leinsauresequenzen eine zu geringe Ziel2ellspezif its± a\if , 
die Anzahl von Zellen, welche transduziert werden konnen, 
ist zu gering. und die Starke und die Dauer der Expression 
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des gewtinschten Proteins 1st ftir einen therapeutischen 
Effekt zu niedrig, 

Eine etabliert.e Form der Immuntherapie 1st die Itomunis- 
5 ierung mit einem Antigen, die sogenannte Vakzinierung, 
Nach einer Immuni 3 ierung mit einem Antigen entstehen im 
Kttrper spezifische Antikarper und/oder spezifische zyto- 
toxische. Lymphozyten, welche prophylaktisch Oder therapeu- 
tisch wirksam sind, beispielsweise gegen Inf ektionser- 

10 reger. Seit einigen Jahrzehnten wird mit unterschiediichen 
AnsStzen versucht, .auch bislang- unzul&nglich behandelbare 
Oder unheilbare Erkrankungen durch' eine Vakzinierung zu I 
behandeln. Im Vordergrund steht . hierbei die Therapie von 
Tumorerkrankungen durch eine Tumorvakzinierung* Ziel ist, 

15 durch eine .Tumorvak2ine eine Immunantwort gegen den Tumor 
zu bewirken, welche zur Lyse von Tumorzellen und letztlich 
zur Elimination des gesamten Tumorgewebes fuhrt. Mit. den 
• bislang geprttf ten unterschiediichen Tumorvakzinen konnte ' 
bislang jedoch noch kein Durchbruch- in der Tumortherapie 

20 erzielt warden. Ein wesentlicher Grund liegt in der 

sogenannten Immuntoleranz des 'Tumor tragers flir seinen Tu- 
mor. So gelingt es mit einer Vielzahl von immuntherapeu- 
.tischen Ansatzen zwar relativ gut, eine tumorspezif ische 
T-Zellantwort zu induzieren, diese korrelie^t jedoch oft 

25 nicht mit der tumoriziden Wirkung (z. B. Thurner et al.,/ J. 
Exp Med 190; 1669-167 8 (1999) ) ■ j Neuere Erkenntnisse deuten — 
aulTunterscEIedliche Ursachen hin. Zu dies en gehQren die, 
zu geringe Penetration des Tumorgewebes durch spezifische 
T-Zellen (Mukai et al., ^Ca ncer Research 59:5245-5249 

. 30 . (1999) )) und/oder eine Inaktivierung von T-Zellen iniierhalb 
des Tumors (beispielsweise durch TGF-ft o der durch Expres- 
sion von riegativ/regulatorischen Markern wie B7-H1 im Tu- 
morgewebe oder durch Stimulation von immunsuppressiv 
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• wirkenden regulatorischen T-Zellen (Obersicht: Bach, .iNa- 
ture Reviews, 3:189-198 .(2003)). j ^ 

In unterschiecilichen k^inischen Phasen kommen derzeit me- 
5 hrere Verfahren zur Tumorvakzinierung zum Einsatz,die 
haufig auf Dendritischen. Zellen basieren (zusammengef asst - 
in Bancherau et al , \Cell, 106; 271- 4 (2001) ) .j Die haufig- 
ste Art der Immunisierung mit Dendritischen Zellen umfasst 
die Aktivierung der Zellen ex vivo, deren Beladung 

10 („Pulsen M ) mit Antigen (beispielsweise gereinigtem Pro- 
tein, Tumorzellextrakt oder . def inierten Peptiden). und 
deren anschlieflenden Applikation. Altemativ werden .auch 
Methoden verwendet, die eine Fusionierung von Zellen bein- 
halten. In diesem Fall werden beispielsweise bestrahlte 

15 Tumorzellen mit dendritischen Zellen durch geeignete Ver- 
fahren wie ein elektrifcches Feld fusioniert und 
anschliefiend appliziert (Kugler et al.A Nat Med 6:332-6 
(2000)). j : — ~ -i 

20 Mit Hilfe von rekombinanten attenuierten Bakterien wie 
beispielsweise Salmonellen and' List eri en als Trager ftir 
ausgewahlte Tumorantigene wurde eine neue Methode entwick- 
elt, diese Immuntoleranz des Patienten ftir seinen Tumor zu 
durchbrechen flDE 102 08 ^£ ^^^££ 06 325,ynoch nicht 

25 offengelegt) . Der Mechanismus/ tiber weTcKen diese Immun- 
toleranz durchbrochen werden kann, ist in alien Einzel- 
heiten bisla^g noch nicht verstanden, Jedoch scheinen 
hierbei eine wesentliche Rolle su spielen die nach Injek- 
tipn erfolgende Anreicherung von Bakterien wie beispiel- 

30 sweise von Salmonellen oder Listerien im Tumorgewebe und 
die dort durch diese Bakterien verursachte Entztmdung, So 
ist bekannt, dass nach einer i.v. Gabe von. Salmonellen es 
2U einer Anreicherung.' dieser Bakterien im Tumorgewebe 
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kommen kann. Kinetische Studien zeigten jedoch, dass in 
frtthen Zeitpunkten nach einer i.v. Injektion von Bakterien 
nur wenige Bakterien im Tumorgeweba auffindbar sind und 
diese sich bevorzugt im Tumorgewebe herdfSrmig vermehren 

.5 konnen. Warden somlt nach i.v. Injektion .grofiere Mengen an 
Bakterien im Tumor beobachtet, so leiten sich diese aus 
relativ wenigen Vorlaufern ab (Mei at al., » Anticancer Re, 

22:3261-6 (2002) ) j Fur eine therapeutische Anwendung^ 

beispielsweise im Sinne einer Gentherapie mit Salmonellen " 

10 als Gentrager ist dieses jedoch ungtostig, da in diesem 
Fall keine gleichmaAlge Besiedelung des Tumors erfolgt, 
sondern nur wenige Herde mit hoher Bakterienzahl " ' 
entstehen. 

15 Tumoren enthalten neben den eigehtlichen Tumorzellen und 
dem Bindegewebe eine betrachtliche Anzahl von. Leukozyten, 
im Besonderen von Lymphozyten (Tumor-inf iltrierenden Lym- 
. Phozyten; TIL) und, von Makrophagen <Tumor-a SS oziierten 

Makrophagen; TAM) . Es wird angenommen, . dass' die- Tumorloka- 
20 ligation von Leukozyten durch Expressionsprbdukte der Tu- • 
morzellen, im besonderen durch Cytokine, Endotheline sowie 
auch durch die Hypoxie beeinf lusst wird (Sica et al , , M 
^E^£^S2l.L- 2 J 1045-1054 (2002V ; Grimshaw et al:. te^ 
JL^S^^l' 32;239 '3-2400 (2002) ).^J \ — - i •■■ 

..' Die Funktion der im Tumor lokalisierten Leukozyten 1st 
widerspriichllch. Besonders far TAM wurde- eine antitumorale 
(Antigenprasentation; Zytotoxizitat; Funada et al. M Oncol ' 
^10,309-313 (jOOSuJNakayama et .al. M Anticancer 
njiiSSS&ZS&Jbt** et al., ^Lab clin ^5^ 320=^ ' 
(2&i2lXJ»ie auch eine das Tumorwacn s tum f Srdern^TAktlv^^ 
xtat (Sekretion von wachstumsfaktoren; Forderung der Ang.i- 
ogenese und der Metastasierung; Leek und Harris J., 
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minderte Sekretion von zytotoxischen Zytokinen wie 11-1 
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alpha; Il-lbeta; 11-6; TNF alpha; Kataki et al.w J Lab 
l IinMed ' 140;32 °- 328 J2002)) nachgewiesen. 





Seit langerem wurde versucht, durch die Verabreichung von 
zytotoxischen Lymphozyten, TIL, Natttrlichen Killerzellen, 
Makrophagen oder Dendritischen Zellen da5 Tumorwachstum zu 
beemflussen. Die klinischen Srgebnisse waren jedoch wid- ' ■ 
10 ersprUchlich (Faradji et al., x Cancer Immunol immunotherap, . 
„ 33 : 319~326; ^l,agl,L;.,. ^tovani et al . , . Iwa^^ddta^^- 
.1 3:265-270 (19 92) }f Ravaud et al. British J of Cancer, 71: ' 
" 331-336 OggSj^jemino et al . , . Min^rva"^re^"7T7^^^ 
• Ji£££l.L-.;JExp e riment e il konnte fei^t^eTdV^"' dass'Tie 
15 Injektion von gerirtg aktivieften Makrophagen zu einer 

Forderung, von stark aktivierten Makrophagen zu einer Hem- ' 
mung des Tumorwachstums fQhren kann (Mantovani et al 

'. LI^°^^^2^^z3JSi^mn^p^ scheint 

Applikation aktivierter Makrophagen die Tumorlokalisation 
20 zu begunstigen (Fidler, j Adv Pharmacol, 30:271-326 (1974)'. 

Ghokrl et al., 33 pt J **ZmsX^ 
■ injektion von LeukozytlTn, welche in' rtZSTttriLmr sense- ' 

quenz kodierend fur ein antitumorales Protein transduziert 

worden waren, erbrachten klinisch bislang iceinen ' 
25 Durchbruch in der Behandlung von Wren (Hegfe and Rob- ' 

* rt9 fl^**^ 7:629-634.(1996)) 
lm Rahmen dieser Versuohe wurde jedoch gezeTgtr^da^- 
Leukozyten aber auch andere Zellen, insbesondere Tumorzel- 
len, nach i.v. injektion das Tumorgewebe erreichen kGnnen 
30 (Shao J et al., ( Drug Deli v ,2 .12001)); dass jedoch der 

weitaus groflte Teil der appiizierten Zellen in. Normalgewe- " 
ben wie Lunge, Mil z und Leber ansiedeln (Adams J, ciin 
Pathol Mol Path 49:256-267 (1996) ' 
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Technisches Problem der Erfindung. 

5 Der Erfindung liegt das technische Problem zu Grunde, Mit- 
tel zu schaffen, mittels welcher die Zielzelllokalisation, 
insbesondere Tumorlokalisation, von. Mikroorganismen, 
we.lche fur Wirkstoff e. codierende fremde DNA enthalten, . 
verbessern lafit. 
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Erkenntnisse und Grund.zUge der Erfindung sowie 
Ausf tthrungsf ocmen . 

15 Der Erfindung liegt die Erkenntnis zu Grunde, dass Makro- 
phagen Oder dendritische Zellen, welche in vitro mit Eak- . 
terien infiziert, d.h. beladen wurden, diese nach 
intravenaser Verabreichurig in das Tumorgewebe transport- 
ieren, dass die Menge der in dem Tumor lokalisierten Bak- 

20 terien nach i.v. injektion von in vitro mit Bakterien 
beladeneh Makrophagen deutlich heher war als nach i.v. . 
injektion einer entsprechenden Menge freier Bakterien, 

.. dass .selbst infizierte heterology Tumorzellen sich in Tu- 
moren anreichern, und dass dieser Effekt auch dann beste- 

25 hen bleibt, wenn die infizierten Zellen zuvor durch ' 
Bestrahlung inaktiviert wurden. • 

Wurden Makrophagen beispielsweise als Tragex ftlr Samonel- 
len verwendet, so liefien sich in. zwei. unterschiedlichen 
30 transgenen Tumormodellen (Lungentumormodell : Raf-transgene 
Maus, Kerkhoff et al . , Cell Growth Differ, 11:185-90 ' 
(2000), Brusttumormodell: Her-2 transgene Mause, Bouchard 
6t al " G!^±LilL!!i±ii. 989 ^ 18 Jttunden nach i.v. .' 
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Applikation der mit Salmonellen beladenen Makrophagen zehn 
mal mehr Salmonellen im Tumorgewebe nachweisen als nach 
i.v. Injection einer entsprechenden Menge freier 
Salmonellen. 
5 .' 

Ahnliches zeigte sich bei der Verwendwig einer heterologen 
Tumorlinie* Die Tumor zellline 4T1 (ATCC Nr. CRL-2539) 
leitet sich aus .einem Tumor des Brustdrtisengewebes von 
BALB/c MSusen ab und wurde nach Infektion mit attenuierten 
10 Listerien in dem beschriebenen Raf-Tumormodell (C57BL/6 
•Hintergrund) appliziert. Auch hier zeigte sich bei "der 
Verwendung infizierter Zellen eine stark erhohte Zahl von 
Bakterien im Tumorgewebe, die auch bei • vorheriger 
Bestrahlung der Zelllen bestehen blieb. 

15 

Grundsatzlich lassen sich diese tiberraschenden Beobachtun- 
' gen somit auf beliebige Zellen ausweiten, soweit sich 
diese Zellen durch Bakterien infizieren lassen oder an 
diese Bakterien f est anh'aften und damit Trager ftlr diese 

?0 Bakterien sind. So zeigte sich beispielsweise in den o.a, 
Tumormodellen, dass die Lokalisation von Salmonellen im . 
Tumorgewebe weitaus grtffter war nach i. v. Injektion von 
Tumorzellen, die infiziert waren mit Salmonellen als nach 
ip v. Injektion einer entsprechenden Merige freier 

25 Salmonellen. 

Bakterien besitzen insbesondere durch bakterielle Bestand- 
teile wie Lipopolysaccharide (LPS), Zellwandbestandteile, 
Flagellen, bakterielle DNA mit. ; immunstimulatorischen CpG 
30 Motiven, die allesamt mit unterschiedlichen sogenannten 
Toll-Like- Rezeptoren (TLR) auf Antigen- prasentierenden 
Zellen interagieren und diese somit stimulieren k5nnen, 
einen starken adjuvanten Effekt. Es ist daher zu erwarten, 
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dass eine Infektion von Zellen mit Bakterieh und die Vera- 
breichung dieser Zellen nicht nur eirie verbesaerte An- 
• reicherung der Bakterien am Tumor bewirkt, sondern dass 

diese Infektion auch eine, Entztindung und eine Verstarkung 
5 der systemischen sowie lokalen Immunantwort zur Folge ha- 
ben wird. Dadurch lasst sich diese Methode auch ftir eine 
Steigerung der lokalen Iiamunantwort im Rahmen einer Immun- 
therapie einsetzen. 

10 Gegenstand der Erfindung sind somit Zellen eines S&ugers, 
. welche beladen sind mit Bakterien und die Verwendung die- 1 
. ser Zellen zur Vorbeuge oder Behandlung einer Erkrankung* 

Zellen im Sinne dieser Erfindung konnen beispielsweise 

15 sein autologe/ allogene oder xenogene Makrophagen, Lym~ 
phozyten, Dendritische Zellen oder Tumor zellen. Bei der 
Verwendung von Tumorzellen werden diese vorzugsweise der- 
. art bestrahlt oder mit einem Zytostatikura behandelt/ dass 
ihre Teilungsf ahigkeit blockiert ist«, Derartige Zellen 

20 werden vorzugsweise aus dem Blut oder aus Tumoren mit dem 
Fachmann bekannten Methoden isoliert. Zur Verwendung kbn- 
nen jedoch auch kommen in der Kultur etablierte autologe, 
allogene oder xenogene Zellen, sogenannte Zell-Linien aus 
Normalgeweben oder aus Tumoren, Derartige Zell-Linien sind 

25 beispielsweise von Zellbanken wie der amerikanischen Gewe- 
b'ezelbank (ATCC) in belieblger Zahl und Art* erhSltlich, 
Desweiteren kSnnen auch Zellen zur Verwendung kptnmen, die 
durch dem Fachmann bekannte Verfahren itiodifiziert wurdeti. 
Modif ikationen umfassen hier insbesondere genetische Modi- 

30 fikationen aber auch zusatzliche Beladung der Zellen wie 
2- B. mit Peptiden, Proteinen,, pharmakologischen wirkstof- 
fen oder viralen Partikeln. 
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Beladung im Sinne der Erfindung ist die Adsorption von 
Bakterien an die Zelle, die Phagozytose der Bakterien 
durch die Zelle und/oder die Infektion der Zelle/ 

5 Bakterien im Sinne der Brfindung sind beispielsweise gram- 
negative und grampositive Bakterien, vorzugsweise fakulta- 
tiv intra zellulare Bakterien, vorzugsweise Salmonelien 
Oder Listerien, vorzugsweise solche Bakterien, welche tei- 
lungsfahig sind,. jedoch keine Pathogenitat fur den Emp~ 

10 fanger aufweisen oder in ihrer Virulenz attenuiert sind 
Oder abgetotet sind. In der Virulenz .' attenuiert e Bakterien 
sind beispielsweise dadurch gekennzeichnet, dass in minde- 
stens einem Chromosom dieser Bakterien raindestens ein Gen 
ftir ein Stof' fwechselenzym deletiert oder so mutiert ist, 

15 dass das Stof fwechselenzym defekt ist. in diesen Bakterien 
kann i) ein Gen fur ein Enzym zur Synthese von aroma- 
•• tischen Aminosauren im Chromosom' deletiert sein, beispiel- 
sweise das S jr oA Gen, welches far das erste Enzym in der ' 
Biosynthese von aromatischen Aminosauren kodiert, so dass 

20 diese Bakterien in ihrem Wachstum abhangig sind von der 
Anwesenhext aromatischer Aminosauren . ii) diejenigen Prote- 
ine, welche die Motilitat der Bakterien ermSgiichen, un- 
beeintrachtigt exprimiert werden, beispielsweise die 

. Functions fahigkeit der Gene iap.und actA erhalten ist, und 
iii) das Gen trps kodierend JTur tryptophanyl-tRNA- 
synthetase im Chromosom deletiert sein, wobei in diese 
Bakterien Plasmide eingefuhrt worden sind, iv) deren ' 
Replikation stabilisiert wurde durch einen geeigneten ' 

. ^Replication origin", beispielsweise durch ori pAMJJl (Si- 
30 mon and Chopin, 1988), v) die das trps Gen kodierend ftir 
tryptophanyl-tRNA-synthetase enthalten, vi) die ein Gen 
fUr ein Endolysin, beispielsweise das Lysis Gen des' Phagen 
A118 (ply lis,- Loessner et al.,1995) untef der Kontrolle 
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eines im Cytosol von Saugerzellen aktivierbaren Promoters, 
beispielsweise des actA Promoters (PactA, Dietrich et 
al.,1998) enthalten, und vii) die mindestens eine Nuk- 
leotidsequenz kodierend fur mindestens einen Wirkstof f 
S unter der Kontrolle eines in Bakterien Oder in Saugerzel- 
1 en aktivierbaren Promoters, enthalten, wobei die Ak- ' 
tivierung des Promoters zellunspezifisch, zell spezi f isc h, 
• zellzyklusspezifisch, zellfunktionsspezifisch oder ab- 
hangig von Metaboliten, Arzneimitteln oder von der Sau- 
10 erstoffkonzentration erfolgen kann. 

Derartige Bakterien weisen durch den Verlust mindestens 
eines Gens fur e i n essentielles Stof fwechselprotein eine 
drastische Verminderung ihrer Virulenz beispielsweise ge- 

,15 messen an ihrer in. vivo Vermehrungsfahigkei.t auf und zei- 
gen trotzdem eine erheblich gesteigerte Bactof ection, 'eine 
Lyse der Bakterien im Cytosol, eine Freisetzung der in den 
Bakterien enthaltenen Plasmide und eine stabile Expression 
des vom Plasmid kodierten Wirkstof fes. Ein solcher bak- 

20 terieller Mikroorganismus enthalt in aller Allgemeinheit 
eine fremde Nukleinsauresequenz, welche fur einen 

• Wirkstoff codiert und optional unter der Kontrolle einer 
regulatorischeh Nukleinsauresequenz- steht, wobei in der 
chromosomalen DNA des Mikroorganismus. eine natUrliche und 

25 fur die Expression eines bakteriellen Enzyms codierende 
Nukleinsauresequenz des Bakteriums entweder' deletiert oder 
mit der MaAgabe mutiert i S t,'da S * ein hieraus entstehendes 
• Translationsprodukt nicht-funktionell ist, und wobei der 
Mikroorganismus keine fremde Nukleinsauresequenz enthalt, 

30 welche fur das Enzym codiert. 

Beispiele fur intrazellulare Bakterien sind: Mycobacterium 
tuberculosis, M. bovis, m. bovis strain BCG, BCG 
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• substrains, M. avium, M. intracellailare, M. africanum, M. 
kansasii, M. marinum, M. ulcerans, M. avium subspecies 
paratuberculosis, Nocardia asteroides, . andere Nocardia ' 
species, Legionella pneumophila, andere Legionella species 
5 Salmonella' typhi, S, typhimurium, andere Salmonella spe- 
cies^ .Shigella species, Yersinia pestis, Pasteurella 
haemolytica, Pasteurella multocida, andere Pasteurella 

N species, Actinobacillus pleuropneumoniae, Listeria monocy- 
togenes, L. ivanovii, Brucella abortus, andere Brucella 

10 species, chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis, 
Chlamydia psittaci and Coxiella burnetii. ■ 

: Beispiele fur Attenuierungen von Salmonellen sind- 

Inaktivierende Mutationen in einem pab Gen, einem pur Gen, 
IS einem aro Gen, asd, einem dap Gen, in nadA,. pncB, galE, 
. pmi, fur, rpsL, ompR, htrA, hemA, cdt, cya, crp, dam, 

phoP, phoQ, rf c, poxA, gala, metL, metij, mv iA , sodC, recA 
ssrA, ssrB, sirA, sirB, sire, inv, hilA, hile, hilD, rpoE,' 
flgM,.tonB oder slyA, und Kombinationen davon. Die inak- 
20 txvxerenden Mutationen der beispielhaft aufgeftlhrten Gene 
. zur Attenuierung von Salmonellen sind dem Fachmann 
gelaufig. 

Gegenstand der Erflndung sind des weiteren Zellen, welche 
25 Trager von Bakterien sind, wobei in diese Bakterien NuTc- 
leinsauresequenzen eingef tthrt, worden sind, welche fur ein 
Protein kodieren, wobei diese Proteine vorzugsweise 
Wirkstoffe zur Vorbeuge oder Behandlung einer Erkrankung 
darstellen. 



30 



Derartige Proteine konnen beispielswelse sein: Antigene 
von infektionserregern wie Viren, Bakterien, Mycoplasmen, 
Parasxten, Antigene spezifisch fur Tumore, im Besohderen 
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Proteine kodiert von Oncogenen, AntiJcttrper, Epltop- 
bindende Fragments von Aritikftrpern und Fusionsprpteine 
enthaltend mindestens ein Epitop- bindendes Fragment eines 
Antiktirpers, geri'chtet beispielsweise gegen ein Antigen 
5 auf einer Tumorzelle, einem Lymphozyten wie beispielsweise 
einem T-Lymphozyten Oder einer Endothelzelle wie beispiel^ 
sweise einer Tumorendothelzelle, Enzyme) int besonderen 
Enzyme zur Aktivierung von inaktiven Vorstufen eines Ar- 
zneimittels wie beispielsweise eine- ^-Glucuronidase, eine 
10 Phosphatase, eine Hydrolase, ' eine Lipase, Intmunsuppressive* 
Cytokine wie beispielsweise IL-10> Immuhstimulierende Cy- 
tokine wie beispielsweise IL-1, IL-2, 11-3 oder IL-6,' 
Chemokine, Interferone, Wachstumsf aktoren wie beispiel- 
.sweise G-CSF, GM-CSF, M-CSF, FGF; VEGF Oder EGF, oder 
1.5 Inhibitorische Proteine flir .Cytokine, Chemokine, Interfer- 
one oder Wachstumsf aktoren. 

Die Regulation der Expression dieser Gene in den Bakterien 
erfolgt durch geeignete Promotoreh, wobei diese von den 
20. Bakterien oder von Viren oder von Eukaryonten stammen und 
unspezif isch, zellspezif isch oder f unktionsspezif isch ak- 
- tivierbar sein k6nnen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausftihrungsform der Er- 
25 findung werden dem Gen Nukleinsauresequenzen angefUgt, 

welche die transmembrane Expression oder die Sekretion des 
von dem Gen kodierten Proteines durch das Bakterium er- 
moglichen* Beispiele fUr derartige sogenannte Signalse- 
quenzen sind in den Literaturstellen \EP 1042 ^95,^ V EP ^ 
3 0 1015023 j^id Hess et al.,\JNAS USA 93:1458-1463 (1996) 
beschrieben. ~ — 
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Gegenstand der Erfindung i$t des Weiteren die Verwendung 
einer erf indungsgem&JBen Zelle ftir die Vorbeuge oder Be- 
handlung einer Erkrankung. Vorzugsweise werden die er- 
f indungsgemSfien Zellen verwendet, um eine. Tum'orerkrankung 
S oder eine Immunerkrankung zu behandeln. Hierzu kodiert das ' 
in die Bakterien eingeftigte Gen ein Protein, welches i) 
- tumorzytolytisch ist, ii) proinf 1 aroma t or isch wirkt, iii) 
negativ regulierende Immunzellen inhibiert wie beispiel- 
. sweise durch Inhibition von CTLA-4, von B7-H1 oder von 
10 CD25 oder von TGFfl, iv) inutvunsuppressiv wirkt oder v) eine 
inaktive Vorstufe einer .zytotoxischen, immunmodulierenden 
' oder iramunsuppressiven Substanz in einen aktiven Wirkstof f 
verwandelri kann. 

.1-5 Zur Vorbeuge oder Behandlung einer Erkrankung werden vor- 
zugsweise 100 bis 10 A 9 Zellen verabreicht, welche vorzug- 
sweise pro Zelle etwa 0,1 (im statistischen Mittel) bis 
100 Bakterien tragen. Derartige Zellen werden l'okal auf 
die Haut, in den Kreisiauf, in eine K6rperh6hle, " in ein 

20 Gewebe, in ein Organ oder peroral, rektal oder bronchial 
mindestens einmal verabreicht „ 

• Erkrankurigen, bei welchen die erf iridungsgemaften Zellen . 
yerwendet werden, stellen beispielsweise Tumorerkrankun- 
25 gen, Autoimmunerkrankungen, chronische Entztindungen und 
Organverpf lanzungen dar. 

Xm Folgenden wird die Erfindung anhand von Aus- 
fUhrungsbeispielen naher erl&utert. 

30 ; 

Beispiele zur Verdeutlichung der Erfindung 



<\XG3 Nr: 257051 von NVS:FAXQ3.I0.0201/03028305225 an NVS:PRINTER.0101/LEXMARK2450 (Seite 20 von 37). 
atum 06.06.03 15:57 - Status: Server MRSDPAM02 (MRS 4.00) ubernahm Sendeauftrag 
etreff: 37 Seite(n) empfangen 



06-JUN-2003 16:16 RLfc^fcU-i i » Lunc 



14 



Beispiel 1: Lieferung von Salmonella typhimurium 7207 
durch inf izierte autologe 
Knocheniaarksmakrophagen* 

5 1,1; Isolierung von Knochenmarksmakrophagen (M<&) . . 

Es wurden ca* 2-3 Monate alte BxB23, bzw. ca 2 Monate .alte 

\ MMTV/neu tfansgene MSuse ftir die Isolierung von Knochen- 
marksraakrophagen' verwendet. Die Isolierung der Makrophagen 
erfolgte nach folgendem Protokoll': x) Oberschenkelknochen 

1 9 der Maus entf ernen, * ii) Knochen in Petrischale von 
Weichteilen beireien und an beiden Seiten auf schneiden, 
iii) Knochenmark mit 2 ml DMEM' 10 (DMEM Gibco mit 10% FCS 
Gibco, 2mM L-Glutamin Gibco, 50 pM fi-Merkaptoethanol " 
Gibco) mit Hilfe einer Spritze in Bluecap mit DMEM 10 

15 spttlen, iv) Zentrifugation fur 5' bei 120,0 rpm, absaugen ■ 
und in 5 ml Dif f erenzierungsmedium auf nehmen Auf eine* 
. Z.ellzahl von 1x10^5 Zel-len/ ml in Dif f erenzierungsmedium 
einstellen "(DMEM 10 ■+ 10 ng/ml GM-CSF (recombinant Mouse 
Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor; RD Sys- 

20 terns/ Wiesbaden Cat .-Nr. ; 415-MD und in 5 ml Portionen in 
Nunc Kulturschalen (NUNCLON™, 58mm/ NUNC Nr.: 16955) 
verteilen, y) 8 Tag© bei 37 °C und 10% C02 inkubieren, vi) 

1.2; Infektion von Makrophagen mit Salmonella typhimurium 
25 7207 (SL7207) in vitro* 

Die an der NUNC-Zellkulturschale adh^rierenden MO. wurden 
mit DMEM gewaschen und anschllefcend wurden mit einem 
Zellschaber die adharenten Zellen geerntet r gezahlt und in. 
Dif ferenzierungsmedium auf genommen * Die Infektion mit 
SL7207 (Hoiseth S.K. et al., Nature * > 291:238r-239 (1981)) 
erfolgte nach folgendem Protokoll: i) 37°C, lh' im Brut- 
schrank: MOI (multiplicity of infection) 1:20, ii) 10 A 6 
Makrophagen wurden in 2 ml Medium in einer NUNC 



30 
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Zellkulturschale ausgesat und mit 2x10*7 Bakterien (MOI - 
20). 1 h bei 37°c inkubiert, iii) anschliefiend waschen, iv) 
m lt Gentamycin (Endkonz. 100 ug/ml (Sigma)) lh, 37*c inku- 
bieren, v) waschen, Zelizahl bestimmen, auspiattieren auf 
5 Brain Heart Infusion (BHI) -Platten- (Gibco) fiir die 
. Auszahlung der bakteriellen colony- forming units (CFUs) 

1.3; Ergebnisse der Beladung von Makrophagen. 
Bei einer M 0 I von 20 und einer einstiindigen Beladungsdauer 
10 lassen sich konstant ca. 10M Salmonellen in 10-5 Makro- 
phagen nachweisen. Die Beladungsdichte blieb fur 12 Stun- 
den nach der Beladung annahernd konstant und. zeigt 
. keinerlei Proliferation der Bakterien. 

IS 1.4: Applikation von „in vitro" mit SL 7207 infizierten ' 
Makrophagen in BxB23 U nd MMTV/neu Tumormausen 
Es wurden 5 -15-5 in vitro infizierte Knochenmarks- 
Makrophagen, suspendiert in 100 U 1 PBS i.v. und pro Maus 
in die Schwanzvene von BxB23 .bzw. MMTV/neu Tumormausen : 
20 injiziert (die verwendeten Versuchstiere zeigten fort- 
• geschrittene Tumorentwicklung, Alter ca. 12 Monate, bei 
den BXB23 Mausen betrug die Lungenmasse durch die Lungen- 
tumoren 0,75 - l,25g). .j e nach Experiment wurde (durch 
. Auszahlung der CFUs bestimmt) pro Maus eine Bakterienzahl 
25 von 3 -5 -10M S. typhimurium 7207 injiziert. Als Kon- 
trolle wurden BxB23 und MMTV/neu Tumormausen S." ty- 
phimurium 7207 i.v. (2,5 -10-5 Bakterien suspendiert in 
.100 nl PBS pro Maus) appliziert. Nach 18 std. wurden die 
Ti.ere getotet und die CFU (ausplattiert auf BHI-Platten) 
30 in der Lunge (BxB23) bzw. dem Tumor (MMTV) bestimmt. Ver- 
laufsuntersuchungen der Infektion erfolgten in der Kon- 
trollgruppe nach i.v. injektion von S. typhimurium aroA 
7207. Hierzu wurden mit dem gleichen Protokoll zu 
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unterschiedlichen Zeitpunkten die Bakterienzahl durch Bes- 
* tiramung der CFUs \intersucht . 

1.5: Anreicherung von S. typhimurium 7207 in Tumoren nach 
5 i.v. Injektion: In den tumortragenden Lungen von BxB23 
Mausen/ als.auch in Mammatumoren von MMTV/neu Mausen wurde 
nach Verabreichung von mit Salmonellen infizierten Makro- 
phagen im Vergleich mit Tieren in der Kontrollgruppe, die 
mit' frei.en Salmonellen behandelt worden waren, 18 Stunden 
10 nach der Infektion mehr als die zehnfache Menge an Salmo- 
nellen nachgewiesen* . Nach Injektion von Bakterien belad^ 
enen Makrophagen war die Anreicherung der Bakterien schon 
18 Stunden nach der Injektion so hoch (Faktor 10 hohe'r wie 
bei der Injektion nackter Bakt,erien, siehe Fig, , 1 und 
15 zugehdrige Tabelle) , wie sie yergleichsweise in der Kon- 
trollgruppe (d." h. nach, Injektion der Bakterien alleine) 
erst nach einigen Tagen (Tag 5 nach Infektion) errei.cht 
werden konnte. Mit Hilfe der erfindungsgem&fien Bakterien- 
beladenen Zellen konnten demnach eine deutllch gr5£ere 
20 Anzahl von Bakterien in einer • wesentlich karzeren Ze.it in. 
den Tumor angereichert werden als es nach Injektion der 
. reinen Bakteriensuspension inoglich war, Wurden an den 
Tagen 1, 7, 14 nach Injektion der erfindungsgem&fien Zellen 
die CFUs in den Lungen und den Organen bestimmt, so ergab' 

•25 sich, dass in den Lungen der tumortragenden BxB23 M&useri 
die CFUs konstant hoch bliebenoder zunahmen, wahrend in 
den Lungen der C57BL/6 Kontroll-MSuse wie auch in den Mil- 
zen der BXB23 M^use uhd' der C57BL/6 Mause die CFUs deut- : 
lich unter die Werte in den jeweiligen Lungen sahken oder 
30 nicht mehr nachweisbar waren (siehe Fig, 2 und Fig. 3, 
sowie zugehdrige Tabellen; Fig. 2 zeigt einen Vergleich 
der CFUs in Lungen von (Lungen-) tumortragende BxB23 M&use 
mit Lungen der Kohtrolltiere C57BL/6, Fig. 3 einen 
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Vergleich der CFUs in- den Mammatumoren und in der Milz von 
MMTV/neu Mausen nach i.v. Injektion von 5xlO A 5 
S . typhimuriuia) - 

5 

Beispiel 2: Lieferung von L. monocytogenes durch. in- 
fizierte heterologe Zelieri 

4T1 Zellen (ATCC CRL-2539) einer Tumorlinie aus einem 

10 Brustdrusentumor von BALB/c Mmisen "wurden mit dem at- 
tenuierten L. monocytogenes Stamm und einer MOI von 10 
tiber eihen Zeitraum von 1 h infiziert* , Anschlieflend wurden 
die Zellen gewaschen und freie Bakterien durch eine Sturide 
Inkubation in Anwesenheit von Gentamycin abgetotet ♦ Die 

15 Bestimmung der CFUs ergab eine Beladung der Zellen mit' 
0,15 Bakterien pro Zelle. Die Zellzahl wurde auf 5x10*6 
Zellen pro ml in PBS eingestellt* Zusatzlich wurde ein' 
Teil der infizierten Zellen durch Bestrahlung inaktiviert. 
In tumortragende BxB23 MSuse (Alter > 10 Monate) oder 

20 C57BL/6 MSuse gleichen Alters wurden pro Maus 0,1 ml die^ 
ser Suspension [d.'h* 5xl0 A 5 infizierte Zellen (gemessene 
CFUListerien: 7,3xl0M), 3,5x10*5 infizierte' und 
bestrahlte Zellen oder (gezahlte CFUs) 3,5xlO A 5 freie Lis- 
terien in jeweils 100 pi PBS] i.v. injiziert. 

25 Bei der verwendeten Strahlendosis erfolgt eine tlber die 
. CFU Bestimmung nachgewiesene Redukti.on freier Bakterien um 
maximal 25%, wodurch,sich im Falle bestrahlter Zellen 
rechnerisch eine Inf ektionsdosis von ca, 3,8 x 10*4 Bak-* 
terien ergab. ■• > 

17 h nach der Infektion wurde die bakterielleri CFUs in der 
Lunge <und MiLz durch serielles Plattieren auf BHI Platten 
(Gibco) bestimmt (Detektionslimi't 10 Bakterien pro Organ)'. 
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, Dabei zeigten entsprechend der nachweisbaren CFUs in der 
Mxlz alle Tiere eine erfolgreiche Infekticn. In den Lungen 
von tumortragenden BxB23 Mauaen, wie auch von den C57BL/6 
Kontroll-Mausen war die Anzahl der CFUs nach Inj ektion der 
5 erflndungsgemafien lebenden oder bestrahlten Zellen deut- 
lich hoher als nach injektioxi der Bakteriensuspension, 
wobei die Bakterienzahl nach Injektion der erfindungs- 
• ge mafien Zellen in den. Lungen der tumortragenden BxB23 

10 r U5 ^^ T ! ergleiCh ZU Bakt8rie ^ 1» den Lungen 

.10 der C57BL/6 Kontroll-Mausen deutlicn erh5ht war (Faktor 

' n* ^ WSren " aUSn GrUPP6n «**«*>^ -ehr 

nt S ^ S " aChWeisb - ^ to der Lunge, je doch kon- 
t. kexn deutlicher Unterschied in der Zahl der baktariei- 

is zzit lnjektion ^ — -~ -l;::: 

esen h C57BL/6 K "*~ll- M au S en -chgewi- 

esen.werden ( sie he Fig. 4 und die zugehSrige Tabelle) 

2Q «t Makrophagen, be laden «i t Virulenz-attenuierten S. ty- ' 
. Ph^uriuxn 7207, dargestellt, vermindert sich auch bei 
vxrulenz-attenuierten L. monocytogenes ' innerhalb eines 
Zextraumes von etwa 5. Tagen, maximal jedceh 14 Tagen nach 
Injelctaon sowohl der erf indung sgel ua fl en Zellen wie auch der 

25 reinen Bakteriensuspension die .Anzahl' der bakteriellen 
ens in- der Milz wie auch in anderen, nicht C 
lasteten Organen sowohl bei. den tumortragenden BxB23 Manse' 
wie auch bei C57BL/6 Kontxbll-Mausen auf Werte, welche 
deutlich unterhalb der Werte der CFUs in den Lungen der ' 

30 (Lungen-) tuindrtragenden.BxB23 liegen. . 

I» Gegensatz hierzu bleibt in den Lungen der (Lungen-) 
tu.ortragenden Bx B23 MSusen die initial erhohte Anzahl von 
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bakteriellen CFUs nach Injektion der erf indungsgemaBen 
Zellen iiber den gesamten Zeitrau* zumindest bestehen oder 
niramt sogar noch anfanglich zu, urn erst nach einer 
. 1 anger en Plateauphase wieder abzuainken. 



10 




15 



20 




25 



30 
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Tabelle 1 : Bakterienzahl in Lungen oder Tumoren infizierter Mause 1 8 Stunden hach i. v, 
Injektion von infizierten Makrophagen oder freien Salmonelleu. 



Mauslinie 


S.t. + Makrophagen 




S. typhimurium 






CFU SEM 


n 


CFU SEM 


. n 


BxB23 
(Lunge) 


9.000 3.600 


3 


0 0 


2 


MMTV Her 
(TumoiO 


5.850 1.552 


4 


66 66 


2 


Tabelle 2:.Vergleich der CPUs in Lungfcn von (Lungen-) tumortragenden BxB23 
Mause mit Lungert der Kontrolltiere C57BL/6. 


Tag 


BXB23 




WT C57NB16 






CFU SEM 


n 


CFU SEM 


n 


• 2 


1.485 1.335 


2 






3 


1.255 229 


7 


700 600 


2 , . 


4 


910 210 


2 






5 


2.469 1.503 


6 






7 


4.499 1.694 


6 


500 400 


2 


14 


2.900 1.700 


2 


750 250 


2 


18 


2.225 975 


2 







Tabelle 3 : Vergleich der CFUs in den Mammatumoren und in der Milz von MMTV/neu 
Mausen nach L v. Injektion von 5x1 0 5 .S.typhimurium aroA , 



Tag 




Tumor 






Milz 






Log(CFU) 


SEM 


n 


Log(CFU) 


SEM 


n 


3 


2;67 


. 0,24 


2 


4.65 


0.10 


2 


4 


3,19 


0.68 


4 








18 


3,20 


0,20 


2 


. 2.14 


0,06 


2 
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Tabelle 4: Bakterienzahl in infizierter MSLuse 17 Stunden nach lnfektion mit infi2ierten 4T1 
Brusttumoizellen rait (irrad. Cells) oder ohne (in£ Cells) Bestralriung mit 25 gray oder freien 
Listerien, 





BxB 23 CS7BL/6 

in£ Zellen inf. bestrahlte L. mon. aroA inf. Zellen L. mon, aroA 
Zellen 

Log(CPU) 3,572 2,437 0,6344 2,601 0,4337 

SEM 0,1333 0,5261 0,6344 . 0,01688 0,4337 

ti 3 3 3 3 , 3 

Tabelie 5: Bakterienzahl in der Milz infizierter Mause 17 Stunden nach lnfektion mit 
infizierten 4T1 Brusttamorzellen mit (irrad. Cells) oder ohne (inf. Cells) Bestrahlung mit 25 
Gray oder freien Listerien. 

' BxB 23 C57BL/6 



— ^ Zellen inf. bestrahlte L. mon. aroA inf. Zellen L. mon, aroA 
Zellen 

Log(CFU) 5>224 2.934 4,045 , 4,37 ' ; 4,57 

SEM 0.1 S96 0,4338 0,9131 0,3023 0,2573 

n 3 3 3 3 3 
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Patentansprttche: 

1-).- Zelle von Saugern, welche mit Bakterien beladen ist, 
zur Prophylaxe oder Therapie einer Erkrankung, wobei 

5 die Zelle autolog, allogen oder xenogen, und aus-. 

gew&hlt ist aus der Gruppe bestehend aug 

i . "Makrophagen, Dentritische Zellen, Granulozyten, 

Lymphozyten, Tumorzellen und Gewebezellen" . 

10 2,) Zelle nach Anspruch 1, welche durch Bestrahlung oder 
andere Methoden inaktiviert 1st. 

, 3*) Zelle .nach Anspruch 1 oder 2, wobei die B'akterien 

lebend, nicht virulent, in ihrer Virulenz :attenuiert 
15 m ocier tot sind. * 

4;) Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die 
Bakterien ausgewahlt sind aus der Gruppe bestehend 
aus "Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. bovis 
strain BCG, BCG substrains, M, avium, M. intracel- 
lailare, M* africanura, M, kansasii, *M; marinum, M. 
ulcerans, M« avium subspecies paratuberculosis, No- 
cardia asteroides, andere Nocardia species, Le- . 
gionella pneumophila, andere Legionella species, 
25 Salmonella typhi/ S, typhimurium, andere Salmonella 

species, Shigella species, Yersinia pestis,, Pas- 
teurella haemolytica, Pasteurella multocida, andere ■ 
Pasteurella species, Actinobacillus pleuropneumo- 
niae, Listeria monocytogenes, l* ivanovii, Brucella 
abortus, andere Brucella species, Chlamydia pneumo- 
niae, Chlamydia trachomatis, Chlamydia psittaci und 
Coxiella burnetii". 
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5.) Zelle nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, wobei die ' 
Bakterien rekombinante DNA tragen, wobei die DNA fur 
mindestens. einen Wirkstoff kodiert. 



6.) 



10 




8.) 




Zelle nach einem der Ansprtiche 1 bis 5, wobei minde- 
stens ein Wirkstoff mit Hilfe geeigneter Promotoren 
durch die- Bakterien selbst produziert wird Oder des- 
sen Expression unter der Kontrolle eines eukaryon- 
tischen Pronioters steht. 



7.) Zelle nach einem.- der Ansprtiche 1 bis 6, wobei die 
Produktion intracellular, membrane tandig oder sek- 
15 retlert' erfolgt . 



Zelle nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, bei welchem 
der Wirkstoff ausgewahlt ist aus der Gruppe beste- 
hend aus "Antigene von Inf ektionserregern j&f^&en 
20 Bakterien, Mycoplasma, Parasiten, Antigene spezi- ' 

fasch fur Tumore, im Besonderen Proteine kodiert von 
Oncogenes Antikorper, Epitop-bindende Fragments von 
Antlkorpern und Fusionsproteine enthaltend minde- 
stens ein Epitop- bindendes Fragment eines Antikor- 
25 pers, gerichtet beispte^We gegen. ein Antigen auf 

einer Tumorzelle, einem Lymphozyten wie^bet^^i- 

^T i !^^?Ui' LymPhOZyten ° der einer .Endothelzelle 
t^^e^tte^jWis^ .einer Tumorendothel zelle, Enzyme, 
im besonderen Enzyme zur Aktivierung vpn inaktiven 
JO Vorstufen eines Arzneimittels i^r-b^^^i^ 

eine B-Glucuronidase, eine Phosphatase, eineHydro- 
. lase, eine Lipase, Immunsuppressive Cytokine lutc*-*-^ , 
M^P±^^ il-10, Immunstimulierende cytokine 
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11. ) 

20 

12. ) 

25 



24 



Irfie-feelapi^lfeWelsef IL-1, IL-2, 11-3 Oder IL-6, 
Chemokine, Interferone, Wachs turns faktoren frZ&Z*^** > 
fee*Sf^e-l-«we-i^fi.| G-C5P, GM-CSF, M-CSF, FGF; VEGF oder 
EGF oder Inhibitorische Proteins fur Cytokine, ' 
5 Chemokine, Interferone oder Wachstumsf aktoren" . 

9.) Verwendung einer Zelle nach einem der Anspruche 1 ' 
bis 8 fur die Prophylaxe: oder Therapie einer Er- 
krankung, wobei der Wirkstoff negativ regulatorische 
10 El'emente im Tumorgewebe blockiert. 

♦ 10.) Verwendung einer Zelle nach einem der Anspruche 1 
•bis 8 fur 'die Prophylaxe oder Therapie einer Er- 
krankung, wobei die Bakterien als proinf lammatori- 
i sches ' Stimulans in Tumorgewebe dienen. 

Verwendung einer Zelle nach einem' det Anspruche 1 . 
bis 8 fur die Prophylaxe oder Therapie einer Er- 
krankung, wobei Dendritische Zellen oder Makrophagen 
gleichzeitig als Trager fur eih Impfantigen einge- 
setzt werdeh. 



verwendung einer Zelle nach einem der Anspruche 1 ' 
bis 8 fur die Prophylaxe oder Therapie einer Er- 
krankung, wobei der Wirkstoff und/oder das Impfanti- 
gen ex vivo.auf die Dentritische Zellen oder auf die 
Makrophagen beladen wird. . ' 

i 

13.) Verwendung nach Anspruch 12) , wobei das Impfantigen 
30 aus definierten Peptiden besteht, . 
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14.) Verwendung nach Anspruch 10), wobei die Zelle fu- 
•sioniert 1st mit einer anderen Zelle, welche ein 
Gewebeantigen Oder ein Tumorantigen exprimiert. 

5 15.) Verwendung nach Anspruch 14, wobei die fusionierfcen 
Zellen autologe Tximorzellen sind. 

. 16.) Verweiidung der Zellen nach einem der Anspruche 1) ' 

bis 8 ftir die Prophylaxe oder Therapie einer 
10 Erkrankung. 

|17.) Verwendung einer Zelle, insbesondere nach einem der 
Anspruche 1 bis 8, welche^iTline^reine - f remde DNA 
enthaltenden Mikroorganismus, insbesondere bakteri- 
15 alien Mikroorganismus, beladen if t7~"zur^rstellung 

einer pharmazeutischen Zusammensetzung. 

18.) Verwendung nach Anspruch 17, wobei die f remde DNA 
fur' einen definierten Wirkstof f kodiert und wobei 
20 die pharaazeutische 2usaitmiensetzung zur Prophylaxe 

oder Behandlung einer Erkrankung bestimmt ist, 
welche mit dem Wirkstoff verhinderbar und/oder be- 
handelbar ist.. 

.25 



30 
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Zusa:mirienfassung 

Die. Erf inching betrif ft die Verwendung einer Zelle, welche 
mit einem eine fremde DNA enthaltenden Mikroorganismus, - 

5 insbesondere bakteriellen Mikroorganismus, beladen 1st,, 
zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, 
wobei vorzugsweise die fremde DNA ftlr einen definierten 
Wirkstoff kodiert und wobei die pharmazeutische Zusammen- 
setzung zur Prophylaxe .oder Behandlung einer Erkrankung 

10 bestimmt ist, welche rait dem Wirkstoff behandelbar ist. 
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